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equilibre qui assure, entre autres foSnsTmi ! (cfllulaire) et milieu exterieur (circula^), 

-.ecu.es hydrophobes 

Ced explique que la serum-album^P hVS!, ^^^1^^ "^"^^^^^ 
la volemie. exempie ^prolS ^st h^^^^ ^? therapeutique des troubles de 

que d'appoirrt dar« tes solEKe rlSS^^e brO'^^e^ etendues, soit en thirapeuti- 

de deshydratation (par exetnple des sv^SS^neSrotouI^ i?!^'^^' ^.^^^ ^^ts 
quantit^s considerables desSrSm-albuiEEuTS^^^^ ^^^9^^* ''^POrt de 

U serum-aibumine humaine l ^"'^^^°'''^'^^'^^)■ 

^ E J. Cohn et col... J. Am. Sem SfgjS^S ^^^'V'" <les techniques d6riv6es de celle 

de J Uautaud et coll.. m Semi ^C^^;eS oM^ 

D^elQpment of BiCogical Standard (1973) Kami? ed S'^^^'^''- P""*'"^*'" Proteins, 
suffisent a peine aux besoins du marSe^nL\ ^.^^jJ^a °^ ^* suivantes. Ces sources, qui 
caractere aleatoire. Par ailleurs eilesTe sont^« hL P'"^'*"'^ ''^^^uts. entiB autres leur 

exemple. et plus recemmem^SoniVSi^^^^^^ "^""^ contamioatior« (hepatite par 

dramatiqueslorBd-une utilisation th^rape^-qiT^ ^"""^ ^es cons#quenc« 

sj^JserpSrmiSo;Sr.Z%£^^^^^ ^ cie ta-Ve 

n'.mporte quel polypeptide, et ce tLeSquemem en Sls^SE ^ " ""P"'*^ ''"^"^ P~»«'"« °" 
Sc,en<»sdela\fleetSodete.DocumentSSiis2^^^ ^'^^'"P'^ ^">^ «"'•. 

enseSlIt J^^ ^StuTrel^SSj^e '"^^ """^"^ '^'-e Part un 

genes dits « de regulation ». cSIdire ^.^ttee P?*!' P™*^'"® d'autre part des 

i-asscK^atondesdeStypesU^fun^^lftJ^^ ^ctuj 

(F. sifgeT^rR^cTuK^rSI^^^^^^ point des techniques de s^uen^age de TADN 

Natl. Acad. Sd. (USA) (1977^ 7I a ^kn^J'- 'P't^^ ®* suivantes ; A M. Maxam et W. Gilbert Proc 
telle que I'avaient^c^^ ue F^a«b Mo' cSTSob'^t'Tt' ^ ^^^T '"'"3^"'^'°" '^5^" 
B.0I. (1961). 26. p. 193 et suivantes F jSTet J J^h V\!^!"^^: ^P""9 "^^"^ Symp. Quant 
d'identifierlescaract6resparti(S?dela s??l~i™ 1 3- P-318 et suivkntes), et 

Ainsi. tout g§ne de stmSe «n^2^ w-'^T^ 9«"es. ^' ^ 

codori -d'arretl Le c^l^Ttf LSo^? ooi^ fe^^^^^^ (ATG) et d'un 

fom,ylmethionine. U chalne SZTsistonoerlTZir l <1« ^^^ert porteur d-une 

successife des aades amines coSs JJrqfne d^ ^„tT^^ ^^^""^"^ P^ attadiements 
arrStderallongementetla liberation delfprSSeffo^^^^ ^ P""'°'^«'^ 
p™moteu? <S~LSe«^^^^ ^^«n^sant par exemple un 

d?:M^^^^ 

nbosomes (RBS) (J. Shine et . DalgamI Nml1l97^ ^S^^ !^ •""'^ ''^ sites de fixation des 
dans la traduction en proteine de I'^^S! ^' ' ^' ^ ^"'^es). sites qui jouent un rote 

au^^S t?i7ueT'S-r^^^^^^ 'eu. p^n.t4s fonc«onne.,es et 

profit pour placer un gene de siructure queTcorS^^S leur^jSf 

-enzymes de restriction ». qui coupent I'ADN ^dlfn^r^f iJl fr. "° ^ "'existence des 
Mol. Biol. (1970), 51. p. 379 et sSes • M M^lSn P^^t^P^J^"^ °- Snnith et K. W. Wilcow, J. 
R. J. Roberts, Nudeic^Adds Res. S! l.'J. ll^jTe. sJi^ r^"""' ^'""^ " ^"^^^^^ 
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Les techniques utilisees, et connues par ailleurs, mettent en ceuvre Tutilisation concertee d ces 
enzymes pour couper I'ADN en des points predetermines, et d' nzymes dites «ligases*» pour lier les 
fragments ntre eux (P. E. Loban et A. D. Kaiser, J. Mol. Biol. (1973), 78, p. 453 t suivantes). Lensembie 
est porte par des « vecteurs » (plasmides ou bacteriophages), susceptibles d'etre introduits dans une 
5 bacterie telle que E. coli selon des precedes connus par ailleurs. et de s'y maintenir lors de la cro'ssance 
de la bacterie-hote (M. Mandel et A. Higa. J. Mol. Biol. (1970). 53, p. 164 et suivantes). 

Ainsi la presente invention conceme un precede penmetlant d'induire la blosynthese de la serum- 
albumlne humaine dans un microorganisme. 

Linvention consiste a modifier In vitro le gene de structure de la serum-albumine humaine de telle 
10 sorte qu'il possede un codon d'initiation, puis a lier le gene de structure modifi^ a un gene regulateur 
inductible. 

Une bacterie*h6te, telle que E. coli, contenant le g^ne modifie, produit un taux d'albumine detectable 
apr^s induction dans des conditions definles. 

Dans ce qui suit la signification des termes techniques employes en Biologie Mol6culaire sera 
IS supposee connue (cf. par exemple « Biologie Mol^cutaire du Gdne *>, de J. Watson, edition frangaise, 
intereditions 1978). Dans ce qui suet seront d^crits successivement la construction et les precedes 
d'expression du gdne de la s^rum-albumine humaine. 

A. Construction du g^ne de la s^rum-albumine humaine 

20 

1 . Preparation d'ARN messager de foie 

On utilise des cellules hepatiques, obtenues par exemple par biopsie, et on en extratt TARN messager 
selon la methode decrite par example par V. Glisin et coll.. Biochemistry (1974), 13, p. 2633 et suivantes ; 

25 et par R, Deeley et coll., J. BioL Chem. (1977), 252. p. 8310 et suivantes. On trarte la biopsie par une 
solution de thiocyanate de guanidine 6 M, et Ton purifie TARN total par plusieurs cycles de precipitation 
dans I'ethanol k — ^20 °G, centrifugation et redissolution des culots de centrifugation. 

On enrichit la preparation en ARN messager par plusieurs cycles de chromatographie d'affinite sur 
des colonnes d'oligo (dT)-celIulose, selon la technique decrite par H. Aviv et P. Leder, Proc. Natl. Acad 

30 Sci. (USA) (1972), 69, p. 1408 et suivantes. L'ARN messager ainsi isole. contenant 1 a 2 % de TARN total, 
est conserve en solution aqueuse ^ — ^70 ®C. 

On peut determiner la proportion d'ARN messager specifique de la serum-albumine humaine au sein 
de la population totale (par exemple par traduction in vitro d'un aliquot de la solution d'ARN dans des 
lysats de reticulocytes de iapin). Une methode consiste k utiliser le lysat de reticulocytes foumis par la 

35 societe Amersham, sutvant le protocole preconise par ce foumisseur. On peut ainsi determiner la fraction 
de proteine neoformee immunoprecipitable par des anticorps anti-albumine au sein de I'ensembie des 
proteines neoformees. On obtient par exemple une fraction de I'ordre de 6 %, 

2. Synthese de cDNA et donage dans E coli 

40 

a Synthese du premier brin 

A partir de la technique de Q. N. Buell et coll., J. BioL Chem. (1978), 253. p. 2471 et suivantes* 
modifiee, on utilise par exemple 5 (ig d'ARN messager total dans un volume final de 50 micro-litres d'une 
45 solution contenant: 100 mM Tris-HCI pH 8.3. lOmM MgClj, 0,4 mM DTT. 20 mM KCI, 0,4 mM Na 
pyrophosphate, 1 mM de chaque nucleotide triphosphate (dNTP), 100 fjig/ml de oligo (dT)ia— ie' 0,5 U/ml 
d'inhibrteur de ribonucleases, 50 picomoles de traceur radioactif et 40 unites de Transcriptase reverse 
(Sodete Life Sdence, Ina). 

La reaction de transcription reverse de TARN messager en ADN compl6mentaire (cDNA) se poursuit 
50 pendant 1 heure a 42 °C. 

Le taux de synthese de cDNA est calcuie par mesure du taux d'incorporation du traceur radioactif en 
molecules acido-predpitables, selon une technique connue. 

Apres 1 heure, on an-ete la reaction par addition d'EDTA (20 mM), et Ton detruit TARN messager par 
digestion alcaline dans 50 mM de NaOH, k 42 ^C, pendant 3 heures. 
55 On separe le cDNA neofomie des dNTPs non-incorpores et des produits de degradation alcaline des 
ARNs par chromatographie, par exemple. sur une colonne de Sephadex G100 (Pharmada Rne 
Chemicals). On obtient 1 ,5 de cDNA simple brin k partir de 5 (tg d'ARN messager total. 

b. Synthase du deuxieme brin 

60 

Le cDNA simple brin est convert! en ADN double brin par action du fragment « Klenow » de I'ADN 
polymerase 1. 

Les conditions de reaction sont: 100 mM Hepes pH 7, 10 mM MgCL2. 2^5 mM DTT. 70 mM KCI. 
0,5 mM de chaque dNTP, et 50 unites du fragment « Klenow » de I'ADN polymerase I (commerdalisee par 
65 exemple par la Societe New England Biolabs Inc.). 
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c. Qonage de I'ADN double brin 



pendant 15 heures a pnor ot on J«»J^ . ^ 800 mM NaCL, centnfuge a 210 000 g 

Snlr^galton ^ 20 C. et on effectue un fractionnement du gradient en aliquots aprei 

d. Repirage des dones de cDNA albumine 

30 sequ?Jc^lL"7J£T ,f ^"^ * ''«!de d'digonud^otides synth^fques dont les 

S«5^7l?M f =^"«™=lP™t«que de I'albumine humaine (B. Meloun et coll.. FEBS 

40 cSSSiie ^ ^ ^ 25 cC. PU.S 37«.C. puis 45 »C et ce pendant quatre fois 15 minutes a 

^ e. Incorporation au g§ne de structure d'un codon d'initiation (figure 2) 

d'ADN ?e" ^iiVrt^^Jl "'^""'^^ "P^!"' «t P""'' «t on isole un fragment 

aiSnJ JS ^ ^ «»"espondant a la sequence de rextremfte S* du g6ne de la 

^umine (acdes amines n'l k 62). On fixe k I'extrimit^ Pvull une sequence de ionSn constitufe du 

stederecom,a.ssancedel'en2ymeBamHI.OnobtiemainsiunfragmentpSl-3 

-ATG» oligonudeotide syntt,6tique ayant 21 bases de long. poss6dant un triplet 

si^ de e^Sn SLl Sdnnt? 'f" ^'"'^ serum^umine humaine ains" qJS 

sue oe .eslnction Ncol, et dont la sequence est la suivante : 5'GAATCCATGGATGCACACAAG 3' 

L-hvSrfinn" c^Ih "'^^^ Pstl-BamHI. et on I'hybride avec I'oligonud^otide' synthetique 

«r ^S^ nS^nr^ ■^J^^.^^^^'^''^"'^ 5'...GATGCACACAAG y. I'extremite 3' du brin d'ADN SmSS 
65 etant desappanee. On digere les extr6mit& d6sappari6es. puis on polymerise dans le senfs^ 3' av« te 
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fragment «KIenow» de TADN polymerase - 1, d'apres les techniques de H. Jacxjbsen et coll.. Eur. J 
Biochem. (1 974). 45. p. 623 et suivantes. 

On obtient ainsi un fragment contenant en 5' une extremite tranche, un site Ncol puis le triplet ATG et 
en 3' un site BamHI. 

5 

b) On realise la ligation de trois fragments d*ADN : 

1) un fragment EcoRi-BamHI du plasmide «pLG200» (L Guarente et coll., Cell (1980) 20. p. 543 et 
suivantes) portant un gene de resistance aux antibiotiques. Torigine de replication et Textremite 3' du 
gene de la ^-galactosidase. 

10 2) un fragment EcoRI-Pvull du plasmide « pQUOl »» (G. L^uer et coll., J. Mol. Appl. Genet (1981), 1, 
p. 139 et suivantes) portant le promoteur et ie site de fixation de ribosome (RBS) du gene lacZ d'E. 
coli, 

3) ie fragment d'ADN mutag6nis§ codant pour les 62 premiers acides amines de Talbumine humaine. 
On isole un plasmide (pXL52) qui realise une fusion de Textremit^ 5' du g§ne de la serum-albumlne 
15 humaine avec le gene de la p-galactosidase d'E. coli. 

f. Construction du g§ne complet (figure 2) 

On digere I'ADN du plasmide « p6D8 » par EcoRI, et partiellement par Bglll, selon une technique deja 
20 decrite. On isole le grand fragment EcoRI-Bglll contenant la sequence codant pour les 405 demiers 
acides amines de la serum-albumine humaine puis Torigine de replication du plasmide et le gene de 
resistance k la tetracycline. 

On digere I'ADN du plasmide « pXL52 » decrit d-dessus par EcoRI et Sau3A, et on isole un fragment 
contenant 200 paires de bases. 
25 On digere I'ADN du plasmide « pAA38 » par Sau3A et on isole un fragment contenant 540 paires de 
bases. 

On ligature les trois fragments (dans Tordre [pXL52 EcoRI-Sau3A] — [pAA38 Sau3A] — [p6D8 Bglll- 
EcoRI]) en tirant profit de la compatibility entre les sites Sau3A et Biglll, On obtient un plasmide appeie 
«pXL53». dont la qualite de la construction est controlee par un sequen9age complet du fragment 
30 compris entre le site EcoRl et Ie site PstI conrespondant k la jonction de I'insertlon et du plasmide vecteur. 

La sequence nucleotidique complete, ainsi que la sequence proteique derivee, sent representees 
dans les figures 3 et 4. 

Les variations observees entre cette sequence et la sequence proteique publiee (B. Metoun et coll., 
FEBS Letters (1975). 58, p. 134 et suivantes ; M. Dayhoff. Atlas of Protein sequence and structure (1978). 
35 5, supplement 3, p. 306) sont les suivantes : 



Position Meloun et coll. Serum albumlne htimalne dedulte 

de la siquence de "pXL53" 

40 



45 



131 


GlutamlTte 


Acide glutamique 


364 


Hlstldine 


Alanine 


367 


Tyrosine 


Histidine 


370 


Alanine 


. Tyrosine 


381 


Valine 


Methionine 


46^ 


Acide glutamique 


Histidine 


/i65 


Histidine 


Acide glutamique 


501 


Glutamine 


Acide glutamique 



55 

6. Construction de systemes d'expression de la serum-albumine humaine 
1° Utilisation du promoteur « Pl » du bacteriophage lambda 

a) On linearise le piasrhide « pXL53 » par digestion partielle par I'enzyme Ncol. en ne considerant 
60 que le site Ncol en 5' du codon d'initiation et on forme des bonds francs par remplissage selon ia 
technique de R. M. Wartell et W. S. Reznikoff. Gene (1980). 9. p. 307 et suivantes). 

On synthetise un « adaptateur » contenant en 5' une sequence correspondant au site de reconnais- 
sance d'une enzyme de restriction telle que BamHI, puis une sequence correspondant a .un site de 
fixation de ribosomes (RBS « Consensus » ou « theorique »). La sequence de Tadaptateur est : 
65 5'GGATCCTAGGAGGAAC 3'. 
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-..'^.SfS'y^! l'^^^"' *™ ' - C. P. Bah, e, 

Leplasoikte.pXLei .TOemille«pas<lepiomoteiir '«s"'«»-PXL6' ■■ 

exemple. exdser du olasmide - nP b^h^ . ^ partir de plasmides disponibles. On peut. par 
rins6rer dans I ^e^S^ i'^ ^^^" ^^^^f" ^^^^ promoteur P, et 

plasmide.pUCawj SetTMSr?^ ^"""^^ P'asmide. tel que ie 

EcoRI-HinDIII pa^ d?ne pTL LSJ^^^^ Ndel (figure 2) puis remplacer Ie petit frairt 

Pl. et d-autre p^rt. te feSeS SfmSi^ H . du plasmde -pUCS-Pl- contenant le promoteur 

S SJ? cn l"nS: ""T 9^"^ ^" "acteSpSSSe lambda 
tradu^aSL-e^l^S^^^^^^ - connus peut 

g^e^irSuie^^^^ syst^me WrLoJ??"^S!\p,- - RBS C„ - ATG - 

ensuite lier ce S'em S feinf i^^^^ EcoRI-HinDIN contenant le promoteur P, et 

1982).^ p.855^%u^e:%^a"lSw"«^^^ 

^ fraJientHinDmlBamHr dextremrtes tranches. On excise alors le RBS sous forme d'un 

gene de la P^alactosid^ ste B^m?STaSeSi^^ ^'^V '"'^^^^ 

dans,equellegenedelap^SsiSi2pnK^ "P^^^ " 

BamS rp^£3e'lST^!TS^aol% dans ,e s.e 

ccmX"a"X"4"'!^iLaS^^^^ ' nnser.onVun f^gmTnt^^N de 700 pai^s de bases 
(cod^pourlLS^^n^^r^lf^Lral^^ 



5£7 
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et on 
Sad. 



On aboutrt alors au plasmide « pXL97 « dont rinsertion a la stucture suivante - 
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25 



30 



^ On obtient ainsi le Diasmide « o^i I'^ft ''".^^^^ sequence de la serum-aibumine. 

EcoRI t^ln^ZSZ 7^1"^ T °" ^'^^^ « PXL136 . par 

<.pXL70.etquiportelasubstltutionRBS.^nsensus.nar2^^^^^ """"^ P'^^^ 

prel6v« un 6chantillon de la culture ^t^fyJla bmiS^^T^l l-'ncubabon pendant 90 minutes. On 
PH = 6.8. 2% SDS? 100 mM p-me«aptSa^ol fo "/ 2f „wl^ suspension contenanf 60 mM Tris-HCI 
pendant 5 minutes. P-rnBrcaptoetnanol. 10 /. de glycerol et 0.1 % de bleu de bromoph^nol 

Laem'jNlCtSoritT.SifsSLt -^^hode de U. K 

.p. 4406etsuivantes. ^'^^ °" ^^l^"- M- Osborne, J. Biol. Chem. (1969) 244 

P-^^ef^^^^ll'SSZ^^^^^^ Biochem. (1980) 102' 
d^tecte la pr6sen« d'lS^I^i^e ^'Lu^^^^^^^ 

homaine puis fixation de prot^ine A miu6e JoitTr j« r ^"*'"'P= anli-albumine 

par des complexes avidine^eroxydase ant-albumine biotinyl6s et r^v6les 

.ndu^onde cettebaderieli42 0CenpreSfe1^!^^ les lysats d^E coli qu'apres 

On peut doser le laux de sdrnm-albumine hum^^VJu t ' " °" " P'^'-ISQ 

reproductible une ^jroportion d'albZnrpSte r?o,5^r^ oes conditions. On obtient de fagon 
en6wden«dansunlysatd-EcoliencondKs ?6^^^^ ' ""^^ 

^ PMinTarSsedeESr^ " ^VP^^Phane ^ (P^ en tandem avec le promoteur de la 

indui;irp"eSt tSS T^Vlr^,^:^Tl^rV'"^'.^ ^^^en 
systemes dtofts prec6demment sont vLKde Srfrif I nnn' '^l? f«^P'-«ssion des differents 
cellule. Ces resultats sont voisins de tiurobtenuT JvSdef JJ2,° ""'^'^^ s6mm-albumlne par 

^ dans les demandes de brevet europ^en 73^6 et^P slS/^Sf ^^^T*' '^'^ ''"'"^ 
europeen EP 91527. il est indiqS^ unTpSucfon mfiml^ 
- polypeptide semblable k la s6mm-alSmine hSeTT?!,^^ ^ P^ 
'derrbque a la s6rum^lbumine humane e fes tTux or^u^ ""^^t pas rigoureusement 

produ^Vit4 industrielle. Par ^neurs^^t^^'^af^",^^^^^}^^^ "'9«"«es de 

« labactfineproductrice. ^ °" °® ^^'"'^^''umine s'accompagne d'un effet l§tal sur 

s6mmXmiS"SlLt?,e'12'^ e^^^^^ '"^nt'on. que la production de la 

le gene du propeptide de la p^nidB^^amSe de TSn ,! • ""!f^' ^'^""^ ""'^"^ 

humain'pSrSrreTu^e ST^^^^^^^^^ ''e Pr^Pf-^-on de la s..m.a.umine 

prepeptide (peptide signal) de la plniSBne^dS S E S IT R'^sm-de poss^nt apres le gene du 
huma,ne dont I'expression est coT^oSr^^rproml^ ^^^^^^ "^'^ s6rum-albumine . 

souc^ rreSt^s2"e;a; s^oSir-r '^-^^ - 

.ndolyW acrylique (C. Yanofeky et coj NucSS S Re, ^'un analogue tel que I'acide 

promoteur est disponiWe sur des plasmi^es tete ajT^oSSpn^ /V* tA^^ ^ ^ 
(vo.r aussi D. Russel et G. Bennett. Gene ^^S^^^o.T23^ ^S^^JS°"^^ '^''^^ Biochemicals) 

U p6nicilline G amidase (PAM) (EC 3 S U-^^Z»- ^^^^ 
pe;nicilline G en adde amISJ piSdSe e^?Z^^^ ^- ««• <a 

ATCC 11105 (C. Kutzbach et E. RauTnbS^ vfe^ 1' lh"*f%^ ^ ^ 

suivantes; E J. Vandamme. Econ mic MicnSTologwfSt ' L if""'' P'^ 
un peptide signal qui est excfs6 nomialement par E «fi U c6ne?Lf rT^"'^" ^"^^ P°^^« 
fi5 definie par sequengage (H. Mayer et coll dans - n«mwf ^ 55 1°"^ ®* ^"^"^ P"'"^'® ^ 

y co.1., aans Plasnuds of Medical. Environmental and Commercial 
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Importance 



5 gine de la serum-albumine h Jle y S L^^^ de ite T'f P^P"*^^ ^^"^^ 

conserv§e. Ainsi. apres traduction, le premieVaddr^inrHl 5,k ^ P^^® traduction soit 

joncliondu site d-exdsiondu peptide signl ^^""^^ aspartique) se trauve a la 

fS*L~"*!i"^ P^"* ^ ^^a'is^ <le la maniere suivante • 
. .V"fr29'"entEcoRI-PstldudiiomoscmedeEMiATCCii<ni;.„, ^, • 
ro '"sereentrelessitesEcoRletPstJduplasmidJDBR32fo„ o^I- '® PAM est 

Le fragment HinDill-HinDIli du plSv - P^S^ ^S„?„tT " P^l^^ 

dans la meme orientation que le promSr R daS sitf Ifnrff h -^^ ''^ insere 
le piasmide « pXLl25 » contenam la sJ^enc^Tnm^w^ du plasmide - pXL73 ». On obtient ainsi 
est dig^re par Nrul (site k exJSl SS etTSfl 'If"! ''' '''^^ ^ ^^^^^ « PXL125 » 

On remplace le fragment EcoRUSaitdT^^^Z ^ rX^^^^^'^^"^'^^- 
obtient le. piasmide «pXL194»^S «nfiert SSL^^ «pDR720.. On 

nucleotide du peptide s^nsSiPAM-^S^SisJlo^f^iTGT^ " ^"R'-P.^-SalKPmmoteur-RBS- 
On realise la fusion Motide sionaiIimm.ifc • 

techniques connues (J. P. Adelmar et cd DNAfigSf^ n iW" °''..P-^ ®* suivantes) selon les 
sequensage et le fragment fusionn^ 7st rS^irl^LJ t ^ "^^^ ^st v6rifife par 

tides du peptide signaOPAIM-gene s6rum- albumine I ' ^^^'^'^^ [Promoteur-RBS-ATG-nudeo- 

dans un miHeu minimum M9 enridu f0 1 % <^S„ ®" E coll {pXL288) 

agitation constante. U croiss^S^° arrtt21S^fin de rS,^' *yP«°P!?3."« et on incube. a 37 oq. soui 
aux ultra-sons puis oeTm:QZ.lJ^^^n.. 
35 ^te<*«Phor6seen conditiorSri?L'^S S^^^ analys6es p2 

lO%desproteinesobsen,4eser<S;Sd?naS.Ss s^nim-albumine humaine de I'ordre'S 

m«ieuTolr"^eTSc;%rtT?i"ont 1^^^^^^ 10mg par lifre de 

souchebacterienne. - oiunm. uans ces conditions, on ne constate pas d'effet Idtal sur la 

-^^f^^vo^so^,^:'irte^e PAM-s^n^m^bumine humane, non 

et coll., J. Biol. Chem. (1982)^ p'^K VuS«f rJ. sequences « leaders » de E. coli (P. B. Wolf 
albumine iiumaine aufhentique suivantes) pour redonner une proteine identique i la serum- 

^ CBs'S S^'^Pa^B^aiTISf Hum^^^^^ iV/L^.'^ P^'«^« PXL288 a .te depose au 
Budapest ' ® ^^^^ ^^2.86 confonn^ment aux dispositions du Traits de 
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penidlline amidase deE. coli teg^Se L iTZ^ f^"^ "J"*"^* le peptide signal de la 
controlee par le promoteur de Ta pTrta^fne^L p^ff^^ ^ I'expression est 

amont ^ peniaiiine amidase en tandem avec un piomoteur inductible plac6 en 

I'op^n'iXUe pj" ' "^^'^ « <>"e le piomoteur inductible est celui de 

lem^n^XlSSe'"^^^^^^^^^ - - que la baCne capable d'assu^r 

de <a-pe^ni£e"tif ^f-eoT^^^^^ P^t^ P™™^' 

codon dinitiation ATG et les S^otidel du Sde l^Tf^ ^ P^""=«''"^ '« 
gene de sfructure de la s6runJa^h,,n^„f I ■ . ^® P^nialline amidase fusionnes avec le 

pXl288CBsSr '^""^^"""""^ ^""'^"'^ (""^ero de depot de la sonche d'E coB co^nart 
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Claims 

1. Process for the microbiological preparation of human serum albumin, characterized in that a 
5 bacterium is cultured which is capable of providing for the maintenance of a plasmid containing, after the 

signal peptide of E coll penicillin amidase, the structural gene for human serum albumin, the expression 
of which is controlled by the penicillin amidase promoter in tandem with an inducible promoter situated 
upstream. 

2. Process according to Claim 1, characterized In that the inducible promoter is that of the 
W tryptophan operon, P^. 

3. Process according to one of Claims 1 and 2, characterized in that the bacterium capable of 
providing for the maintenance of the plasmid is chosen from strains fo E coli. 

4. Plasmid « pXL288 », characterized in that it contains the Ptrp promoter upstream of the E. coli 
penicillin amidase promoter, the ribosome binding sKe of the penicillin amidase gene, the ATG inhiation 

15 codon and the nucleotides for the penidllin amidase signal peptide, fused with the structural gene for 
human serum albumin (deposition nuniber of the E coll strain containing pXL288 : CBS 152.86). 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zur mikrobiologischen Herstellung von menschlichem Senjmalbumin. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man ein Bakterium kuitiviert, das imstande ist den Bestand eines Piasmids zu sichem, das 
nach dem Signaipeptid von Penicillinamidase von E coli das Strukturgen menschlichen Semmalbumins 
enthalt dessen Expression durch den Penidllinamidase-Promotor im Tandem mit einenri upstream 

25 angeordneten induzierbaren Promoter geregelt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der induzierbare Promoter jener des 
Operons Tryptophan ist, 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet. daB das Bakterium, das 
den Bestand des Piasmids zu sichem vermag, ausgewahit ist den Stammen von E coli. 

30 4. Plasmid « pXL288 », dadurch gekennzeichnet, c^B es den Promoter P^^ upstream vom Penicilli- 
namidase-Promotor von E. coli, die Ribosomenbindestelle des Penicillinamidase-Gens, das Startcodon 
ATG und die Nucleotide des Signalpeptids der Penicillinamidase, fusioniert mit dem Strukturgen des 
menschlichen Serum-Albumins, enth§it (Hinteriegungs-Nummer des pXL288 enthaltenden Stammes von 
E coli: CBS 152.86). 
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